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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
乳牛の乳腺は泌乳期 と乾乳期から成る泌乳サイクルに伴い、その組織構造お
よび機能が変化す る。泌乳期は分娩直後の初乳分泌期 とその後約10ヶ 月にわた
り活発に乳汁分泌が行われる時期からなる。 この時期に妊娠 した ウシは分娩予定
日の約2ヶ.月 前に搾乳を停止 し、次の泌乳活動に備 えての乳腺の退縮、再構築
が行われ る。泌乳;期と乾乳;期ともに、その乳汁(mammaryglandsecretion:
MGS)に は乳腺上皮組織に由来す る体細胞が含まれてお り、若干の上皮細胞 と
多数の白血球か ら構成 され る。MGS中 の白血球はマクロファージが最 も多く、
次いで リンパ球 とごく少数の好中球が含まれ る。リンパ球はT細 胞、B細胞、non-T
/non・B細胞から成るがT細 胞が最も大きいポピュレーシ ョンを構成する。
乳腺内の細菌感染に対す る感受性は、乾乳導入後の乳腺退行期 と周産期、特
に分娩後に増加することが知 られている。 これ らの時期は泌乳期か ら乾乳期ある
いは乾乳期か ら泌乳期への移行時であるが、泌乳期 と乾乳期の乳腺の免疫システ
ムが変化する時には、個々のシステムが十分に機能することができず生体防御能
が一時的に低下 している可能性が示唆 される。
本研究では、.T細胞が乳腺免疫の制御において中心的役割を担っていると推
,測し、MGS-T細胞の機能を詳細に解析することにより、泌乳期 と乾乳;期の免疫
応答の違いを解明することを試みた。初めにMGS-丁細胞を構成する各サブセッ
ト(CD4+T細胞、CD8+T細胞、ACT2+T細胞、γδ+T細胞)の 泌乳サイクル
に伴 う構成比の変動を明 らかに し、腸管上皮問T細 胞および末梢血T細 胞 との
比較を行った。次に、泌乳期および乾乳期のMGS-T細胞の個々のサブセ ッ トに
っいて遺伝子発現能を解析 した。これ らの結果か ら 丁 細胞による乳腺免疫機構
とその制御 について考察を行った。
第2章 泌乳サイクルに伴 う乳汁 丁細胞の変動
MGSを 遠 心 分 離 し体 細 胞 を分 離 した 後 、 比 重 勾 配 遠 心 法 で 単核 球 画分 を回
収 した。 この細 胞 を フ ロー サ イ トメ トリー で解 析 した とこ ろ(Fig.1A～D)、リ
ンパ 球(GrGM1一)は 約15～40%、マ ク ロフ ァー ジ(G1-GM1+)は約50～70%、
顯粒 球(G1+GM1+)は 約5～20%で あ った 。 リンパ 球 ク ラス ター に ゲー トをか
け(Fig.1A)内部 の細 胞 を解析 す る と(Fig.1E、:F)マク ロフ ァー ジ 、 穎粒 球
は ほ とん ど存 在 せ ず 大 部 分 がCD2+細 胞(T細 胞)で あ っ た。
リンパ 球 ゲ ー ト内 のCD2+、CD4+お よびCD8+T細 胞 の比 率 は泌 乳 サ イ ク
ル の 進 行 に 伴 っ て 変 動 し た(Table1)。CD4+T細 胞 の 比 率 は 周 産 期
(Peripartum)から泌 乳 期 に か け て は低 い が 、 乾 乳 期 に 入 る と増 加 して 中期 以
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降 は 高 くな っ た。 対 照 的 に、CD8+T細 胞 の 比 率 は周 産 期 に は低 い が 、泌 乳 期 に
は高 くな り、乾 乳期 に入 る と再 び低 くな った。 これ らの結 果 か ら、MGS中 のT
細 胞 の サ ブセ ッ ト構 成 は泌 乳 期 に はCD8+T細 胞 優 位(CD4/CD8比 〈1)、乾 乳
期 に はCD4+T細 胞 優 位(同 比>1)に な る こ とが 明 らか に な った。 さ らに 、末
梢 血 リンパ 球 のCD4/CD8比 は約2で あ るの で 、 この値 よ りもMGSリ ンパ球 の
CD4/CD8比は 泌 乳期 に低 く乾 乳 期 に 高 い こ とが 判 明 した。 ま た 、MGSリ ンパ
球 のCD4/CD8比 の変 動 は乾 乳 導 入 後 の 増 加 と分 娩 直 前 の減 少 が 顕 著 で あ っ た
(Fig.2)。この とき の乳 中体 細 胞 数(scc)の 変動 はcD4/cD8比 の変 動 と高
い相 関 が認 め られ た(Fig,3)。泌 乳 期 のMGSの 優 位 なT細 胞 サ ブセ ッ トで あ
るCD8+T細 胞 の 多 くはACT2と い う分子 を発 現す るユ ニ ー クなサ ブ セ ッ トで
あ る が、 乾乳 期 では このCD8+ACT2+丁細 胞 は著 しく減 少 した(Table2)。
MGSか ら分 離 した 単核 球 を コ ンカナ バ リンA(CorLA)で刺 激 しmRNAを
RT-PcR法で検 出 した(Fig.4)。そ の結 果 、乾 乳期 のMGs単 核 球 で はPBMc
と同 じか それ 以 上 の 高 レベ ル の1:L・2および1:L-4mRNAが検 出 され た が 、泌 乳
期 のMGS単 核 球 で は これ らのmRNAは 検 出 され な か った。1:L-2と1:L-4は共
にT細 胞 か ら産 生 され るサイ トカ イ ンで あ るので 泌 乳期 と乾 乳期 のMGS-T細
胞 はマ イ トー ジ ェ ン に対 す る応 答 性 が 異 な る、 即 ち機 能 的 に異 な るT細 胞 で あ
る こ とが 明 らか にな っ た。
第3章 乳汁T細 胞と血中および腸管上皮間T細 胞とのサブセット構成の比較
MGS-丁細胞 の サ ブセ ッ ト構 成 を初 乳 、泌 乳 期 、 乾乳 期 の3ス テ ー ジ にお い
て、 リンパ 球 ゲ ー ト内のT細 胞(CD2+細 胞)中 のパ ー セ ンテ ー ジ と して表 した
(Table3、Fig.5)。MGS-T細胞 は泌 乳期 に はCD8+T細 胞 優位(CD4/CD8比
;0.47)で乾乳 期 にはCD4+T細 胞 優位(同 比=4.35)であ り、初 乳 は 両時 期 の
中間 的 なサ ブセ ッ ト構 成(同 比=1.15)であ った 。 本 実 験 で は3カ ラー の フ ロ
ー サ イ トメ トリー を行 うこ とに よ りCD2+CD4-CD8一細 胞 の存 在 が 初 め て 明 ら
か に な った 。 こ のサ ブセ ッ トは泌 乳 期 に 多 く存 在 し(Fig.5)、大 部 分 がACT2
とTCRγ δ鎖 を発 現 した(Fig.6、7)。T細 胞 レセ プ ター(TCR)γ δ鎖 を発
現 して い る、所 謂 γ δT細 胞 のMGS中 の存在 も今 まで報 告 が無 か っ た が、 本 実
験 で そ の存在 が確 認 で きた。ACT2+T細 胞 と同様 に γ δT細 胞 は泌 乳;期のMGS
に多 い が乾 乳期 のMGSに は少 な く(Table3)、大部 分 がCD8+T細 胞 とCD4-
CD8-T細胞 か ら構成 され た(Fig.6、7)。そ して、 γ δT細 胞 の大 部 分 はACT2
を発 現 して い た(Fig.8)。初 乳 のACT2+T細 胞 と γ δT細 胞 は泌 乳 期 と乾 乳 期
の それ の 中間 的 な比 率 で存 在 した(Fi琴.6、7)。
次 に、腸 管 上 皮 間(i-IE)および末 梢 血(PB)T細 胞 と泌 乳期 のMGS-T細
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胞 の サ ブセ ッ ト構 成 の比 較 を行 っ た。i-IE・T細胞 はCD8+T細 胞 優 位(CD4/CD8
比=0.13)で、CD4℃D8一T細 胞 の比 率 が 高 い こ と(Table4、Fig.9)、ACT2+
T細 胞 と γ δT細 胞 の構…成 割 合 が高 く、 それ らの 大部 分 はCD8+T細 胞 とCD4-
CD8-T細胞 で あ る こ と(Fig,10、11)、γ δT細 胞 の大 部 分 はACT2を 発 現 し
てい るACT2+γ δT細 胞 で あ る こ と(Fig.12)から、泌 乳期 のMGS-T細 胞 と
サ ブセ ッ ト構 成 が非 常 に類 似 して い た。 一 方 、PBT細 胞 は泌 乳 期 のMGS-T細
胞 とは 異 な りCD4+T細 胞 優 位(CD4/CD8比=3.44)で、ACT2+T細胞 と γ δT
細 胞 は 非 常 に少 なか った(Fig.10)。
第4章 乳汁T細 胞サブセットの機能解析
泌 乳期 と乾 乳 期 のMGSか ら各T細 胞 サ ブ セ ッ トをMACS磁 気 細胞 分 離 法
で 単 離 し、抗CD3抗 体 で刺 激 した後 、RT-PCR法でサ イ トカイ ン と細胞 表 面 分
子 のmRNA発 現 の プ ロフ ァイ リング解 析 を行 っ た。
MGSのCD4+T細 胞 で は泌 乳 期 に1:L-2、IFN一γ、TGF一βのmRNAが 、乾
乳 期 に1:L-2、1:L-4、GM-CS:F、IFN一γ,TGF一β、TNF一α、CD401.、:Fas:L、IL2R
のmRNAが 検 出 され(Fig,13)、それ らの発 現 量 は全 て 泌 乳期 よ り乾 乳 期 の方
が 有意 に 高 か った(Fig.14A)。よっ て、CD4+T細胞 の泌 乳 期,乾 乳 期 間 の遺伝
子発 現能 の違 い は 主 に 量 的 な もの と考 え られ た。 一 方 、MGSのCD8+T細 胞 で
は 泌乳 期 と乾 乳期 に発 現 したmRNAの プ ロフ ァイル は 大 き く異 な っ て い た(Fig.
14B)。IFN一γ、1:L-2、Fas:L、1:L-2Rの発 現 量 は泌 乳;期よ り乾乳 期 の方 が有意 に
高 く、反 対 にGM-CSF、TGF一β、TNEα 、c一勧 の発 現 量 は 乾乳 期 よ り泌 乳期
の方 が 高 く、特 にTG:F一β とc一襯 に お い て有 意 差 が認 め られ た。 興 味 深 い こ と
に 、c一勧mRNAは 泌 乳 期 のCD8+T細 胞 のみ に検 出 され 、反 対 に1:L-4とCD40:L
のmRNAは 乾 乳 期 のCD4+T細 胞 の み に検 出 され た(Fig.14A、B)。
泌 乳 期 のMGSの γ δT細 胞 とACT2+T細 胞 はmRNA発 現 の プ ロフ ァイル
が泌 乳 期 のcD8+T細 胞 の それ と非 常 に類 似 してい た(Fig.15、:Fig,16)。しか
し、 γ δT細 胞 のTGF一β、TNF一α、c一煽 、II」一2RmRNAの 発 現量 は泌 乳期 の
CD8+T細胞 の もの よ りも有 意 に高 か っ た。 さ らに 、ACT2+T細胞 のc.勧 と1:L.
2RmRNAの 発 現 量 はCD8+T細 胞 の もの よ り有 意 に高 か った が γ δT細 胞 の も
の よ りは低 か っ た。 よっ て 、TGF一β、TNF一α、c一肱 、IL-2RmRNAの 発 現 量
に は γ δ丁 細 胞>ACT2+丁細 胞 〉泌乳 期 のCD8+T細 胞 とい う関係 が あ る こ とが
明 らか にな っ た。
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第5章 総合考察
本 研 究 にお い て乳 牛 のMGSに はT細 胞 が含 まれ て お り、泌 乳期 に はCD8+
T細 胞 が優位 に、 乾乳 期 に はCD4+T細 胞 が優 位 に な り、CD4/CD8比は泌 乳 サ
イ クル に伴 って 変動 す る こ とを見 出 した。 この結 果 は泌 乳期 と乾 乳期 の乳 腺免 疫
の調 節 に重 要 な役 割 を担 うT細 胞 サ ブセ ッ トが 異 な り、そ れ がMGS-T細 胞 サ
ブセ ッ トの優位 性 に現れ る こ とを示 す もの で あ った。
MGSのCD8+T細 胞 はmRNA発 現 プ ロフ ァイル が泌 乳期 と乾乳 期 で明 ら
か に異 な って い た。 これ は泌 乳期 のMGS-CD8+T細胞 で は γ δT細 胞 とACT2+
T細 胞 の 比率 が 高 く、乾 乳 期 のMGSに は この2っ のサ ブセ ッ トはほ とん ど含 ま
れ な い こ とが原 因 で あ る と考 え られ た。 それ は 同時 に 、 γ δT細 胞 とACT2+T
細 胞 は泌 乳期 乳 腺 の機 能維 持 や 生 体 防御 に深 く関与 して い る こ とを示 唆 す る もの
で あ る。
γ δT細 胞 、ACT2+T細胞 のmRNAプ ロフ ァイ ル は泌 乳 期 のCD8+T細 胞
の それ と類似 性 が 高 く、TGF一β、TNF一α、c一肱 、1:L-2RmRNAの発 現 量 は そ
れ らの サ ブセ ッ トにお け る γ δT細 胞 の 比率 に依存 して増加 した。よって 、ACT2
+T細胞 とCD8+T細 胞 に発 現 した これ らの mRNAは 大部 分 が γ δT細 胞(ACT2
+γ δ丁 細胞 とCD8+γ δT細 胞)に 由来す る こ とが示 唆 され た。 さ らに、 泌 乳
期 のCD4+T細 胞 は これ らのmRNAを ほ とん ど発 現 しなか っ た。 以上 の こ とか
ら、泌 乳 期 のMGS-T細 胞 にお い て発 現 す るTG:F一β、TNF・α、c一肋 、1:L-2R
のmRNAは 、大部 分 が γ δT細 胞 に 由来 す る可能 性 が高 い。 この こ とか らTGF一
β、TN:F・α、c一勧 、1:L-2Rは乳 腺 に お け る γ δT細 胞 の機 能 に深 く関係 して い
る と思 われ る。
TGF一βはT細 胞 の増殖 とサ イ トカイ ン産 生 を 阻害 す る こ とが 知 られ て い る。
本研 究 で はCD4+T細 胞 で検 出 され た全 て のmRNAの 発 現 とCD8+T細 胞 で の
1:FN一γ、1:L-2、Fas:L、1:L-2RmRNAの発 現 は 乾乳 期 に比較 して泌 乳 期 で 低 下 し
て い た。CD4+T細 胞 は ほ とん どが αβT細 胞 で あ る こ と、大 部分 が α βT細 胞
か ら成 る乾 乳期 のCD8+T細 胞 はIFN一γ、1:L-2、:Fas:L、1:L-2RmRNAを発 現 す
る こ とか ら、泌 乳 期 には αβT細 胞 の サ イ トカ イ ンmRNAの 発 現 が抑制 され て
い るこ とが示 唆 され た。 ま た 、乾乳 期 と同様 に泌 乳期 のCD8+細 胞 も、 γ δT細
胞 が多 い とは い え主 体 は αβT細 胞 か ら成 る。それ に もか か わ らず 、そ のmRNA
プ ロフ ァイル は乾 乳 期 のCD8+T細 胞 の もの とは 明 らか に異 な り、 γ δT細 胞 の
も の に 類 似 して い た 。 この 結 果 も泌 乳 期 にCD8+α βT細 胞 の サ イ トカ イ ン
mRNA発 現 が抑 制 され て い る こ とを支持 す る もの で あ る。一 方 、泌乳 期 のMGS
に多 く含 まれ る γ δT細 胞 で はTGF一βmRNAの 高発 現 が認 め られ た。 これ ら
の結果 は 、泌 乳 期 の 乳腺 にお い て γ δT細 胞 か ら産 生 され るTGF一βが α βT細
胞 のmRNAの 発 現抑 制 、即 ち低 応答 性 を誘 導す る こ とを示唆 す る もの で あ る(Fig.
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ls)o
TNF一αはマクロファージと好中球の活性化 に重要なサイ トカイ ンであ り、
1:FN.γと協調的に働きこれ ら食食細胞の食食能 と抗菌活性を増強する。よって、
泌乳期乳腺ではγδT細 胞から産生 されるTNFα とIFN一γは自然免疫を中心
とする感染防御能を増強すると考えられる(:Fig.18)。
c.纏はSC:Fレセプターをコー ドするが、マ ウスの腸管上皮では上皮細胞は
SCFを産生 してIL-2等のサイ トカインと協調的にc一履 レセプターを発現す る
γδT細胞の増殖 と活性化を促す。 ウシ乳腺において γδT細胞は上皮内に局在
する。 よって、乳腺上皮 と腸管上皮の類似性を考えると、乳腺においても上皮細
胞から産生 されるSCFによりγδ丁細胞の活性化が行われると考えられる(:Fig.
18)。IL-2RはT細胞が活性化すると細胞表面に発現が増加する分子である。そ
のmRNAが γδT細胞で高発現 していたことは、乳腺上皮でのc・勧 レセプタ
ーを介 した γδT細胞の活性化が起こることを支持す るものである。
以上のことから、泌乳期のMGS一αβ丁細胞は低応答性であり、これはc・々 `♂
レセプター を介 して活性化 したγδ丁 細胞の産生するTGF・βによ り誘導された
ことが示唆 された。これにより、泌乳期乳腺のγδT細 胞は上皮細胞の分泌機能
を妨げるような過剰な免疫応答を抑制 しているのかもしれない。その一方で、泌
乳期乳腺の γδT細 胞は腸管上皮での粘膜免疫機構のように、乳腺上皮細胞 と密
接な連携のもとで全身免疫系 とは独立 した防御機構に深 く関係 していると考えら
れる。
AcT2+T細胞は泌乳期のMGsとi-IEに特徴的に存在するT細 胞サブセ ッ
トであった。 しかし、ACT2+丁細胞に発現 したmRNAは 主にACT2+γδT細
胞に由来 してお り、ACT2+丁細胞特有なmRNAプ ロファイル というものは認め
られなかった。 したがって、ACT2+T細胞は特定の免疫学的エフェクター機能
を持ったサブセ ットではなく、多種類のサブセ ットからなる粘膜指向性の細胞集
団である可能性が高いと思われる。 よって、ACT2分子の機能は粘膜特異的ホー
ミングレセプターや上皮細胞 と相互作用を行 うための分子である可能性が考えら
れる(Fig.18)。泌乳期にはAcT2+T細胞がAcT2を 接着分子として機能 させ
乳腺内ヘホー ミングし、乾乳期には上皮組織の退縮により上皮細胞との相互作用
が破綻 し、ACT2+T細胞は細胞死を起こすことが考えられる。ACT2を発現す
る細胞はほとんどがCD8+T細 胞で、CD4+T細胞はごく少数である。 さらに、
γδT細 胞の大部分はACT2抗 原を発現する。 これ らのことか ら、泌乳サイク
ルを通 したT細 胞サブセ ットの構成割合の変動は乳腺内のACT2+T細胞の増減
が一因であると考えることができる。乾乳期のMGSで はSCCの 増加が起きた
ことか ら、乾乳期には乳腺組織の退縮により末梢血中の白血球が乳腺内に流入す
ると考えられる。その乾乳期のMGSでT細 胞のCD4/CD8比がP后 のそれよ
りも高くなることは、乳腺内にPB-T細胞が流入 したことに加 え、乳腺内のACT2
一186一
+T細胞が減少 した結果、起こると考えることができる。
CD4+T細胞、所謂ヘルパーT細 胞はウシにおいて、IFNγを産生す るTヘ
ルパー1(Th1)細胞 と1:L-4を産生す るTヘ ルパー2(Th2)細胞に大別され る。
本研究では泌乳期のMGSのCD4+丁 細胞はIFN一γmRNAを 発現 したがIL-4
mRNAは発現せず、乾乳期のものは1:FN一γと1:L-4mRNAを発現 した。よって、
Th1細胞は泌乳期 と乾乳期のMGSに 存在するがTh2細 胞は乾乳期MGSだ け
に存在することが明らかになった。そして、CD40:LmRNAは乾乳期のCD4+T
細胞のみで発現 し、Fas:LmRNAもまた乾乳期のみで発現 した。CD40:Lと:Fas:L
はB細 胞上の リガン ドであるCD40、Fasに結合 し、B細 胞の活性化 と細胞死
をそれぞれ誘導するため、T-B細胞相互作用において重要な役割を担っている。
CD40:LによるCD40のクロス リンクはB細 胞の増殖 とIg産生を誘導すると共
にFasを発現 させ、B細 胞はFas依存性アポ トーシスに感受性になる(Fig.18)。
さらにIL-4と表面Igを 介 した刺激はこのアポ トーシスシグナルか らB細 胞を
回避 させ、一方、抗原認識なしに活性化 した不要なB細 胞はFas依存性アポ ト
ーシスで排除 される(Fig.18)。以上のことか ら、乾乳期乳腺での優位なT細 胞
サブセッ トであるCD4+T細胞の中のTh2細 胞は液性免疫応答を制御ならびに
増強す ることにより感染防御に深 く関与することが示唆 された。 さらに、乾乳期
の乳腺では乳腺上皮組織が退縮するが、この時の乳腺上皮細胞にはFasが 発現
し、T細 胞に発現 したFas:Lによりアポ トー シスが誘導 され る可能性 が考 え られ
る(:Fig。18)。
これまで述べたように、乳腺の免疫系、特にT細 胞サブセ ッ トの構成 と機
能は泌乳期 と乾乳期で大きく異なることが明 らかになった。乳腺の細菌感染に対
する感受性が乾乳導入後と周産期、特に分娩後に増加するのは、泌乳期 と乾乳期、
あるいは乾乳期 と泌乳期の移行期の問は両期の相異なる免疫系が共存するため、
どちらの免疫系も十分機能発揮す ることができず生体防御能が一時的に低下す る
ことに起因するものと考えられる。
本研究ではT細 胞による乳腺免疫機構、主 として乳腺上皮内の 丁 細胞サブ
セ ットの役割にっいて詳細に解析を行った。上皮細胞 とT細 胞の相互作用、さ
らには全身免疫 とのうなが りなどが明らかになることにより、乳腺免疫の さらな
る理解が得 られる。 このことが乳腺の生体防御機構の解明に役立ち、乳牛で深刻
化 している乳房炎の防除ならびに治療に貢献するもの と考えられる。
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Table1.Tcellsubpopulationsinthemammaryglandsecretions(MGS)andperipheralblood(PB)ofcowsat
differentstakesoflactationcycle.
Samples Stageoflac七ationcycle %ofpositivecells(mea肚SEM)CD4/CDSratio
.
(Numberofsamples)CD2 CD4 CD8 (meantSEIVn
.
PeripartumA(2)38.0士2.8 16.5士4.9 25.5士9.2 0.73fO.46
PeripartumB(10)64.0士17,5 34,7士14.5 35,6土6.2 1.02士0.56
Earlylactation(13)88,513.826.2111.53.1f7.60.5210.27
MGSlymphocytes Latelactation(6)84.3f8.433.3圭7.8 43.0土8.7 0.80fO.22
Earlydry(4) 68.5f19.835.3f9.325.8土9,9 1.47土0.38
Middledry(6) 87.2士4.1 68.3f8.416.3士1.8 4.2610.92
Latedry(8) 80.1f18.656.5f14.17.8f7.33.42fO.70
PBlymphocytes Latelactation(4)47.5士13,4 28.0士7,1 12.5f2.12.30fO.34
Latedry(4) 58.5土0.7』 37.Ot2.819.5土3.5 1.95fO.43.
PeripartumA:Within48hpreparturition,PeripartumB:Within48hpostparturition,Earlylactation:Within90d
postparturition,Latelactation:Greaterthan90dpostparturition,Earlydry:Within14dafterdryingoff,Middle
dry:14to45dafterdryingoff,Latedry:Greaterthan45dafterdryingoff.
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Fig.4.IL-2andIL-4mRNA
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Table2.PercentagesofTcellsexpressingCDSand/or
ACT2antigensinMGSduringlactationanddryperiod,
Antigen ofpositivecells(meantSEIV1)
LactationperiodDryperiod
◆
?
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2040-40-200
CD4'
CD8+
ACT2+
CD8+ACT2t
23.St15.4(4)
54.Of11.2(4)
55.3f26.4(4)
40.0土20.4(4)
67.3土82(6)
18、7士6.4(6)
8.3f1.3(6)
5.2fO.8(6)
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Fig.3.
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respectively.
Table3.TcellsubpopulationsinMGSatdifferentlactationstages.
020406080100
Tcellsubsets(mean%)
Fig.5.Meanpercento｣TcellsubsetsinMGS.The
percentagesofTcellsubsetsareexpressedas(thepercent
ofpositivecells)/(thepercentofCD2+cells)x100.
Positivecells(meanpercentfSEIV1)e
Phenotype LactationMGS
(n=12)b
Colostru皿
(n=8)
DryMGS
(n=12)
CD4+
CDB+
CD4-CD8-
CD4+/CD8+ratio
24.0士13.9
58.812.7
17.110.1
0.47fO.36
50.2f8.7**
45.7圭7.9
0土0鰍
1.15fO.44**
72.5圭8,8★★
19.5f6.7**
8.0土5.9士
4.35f2.17**
ACT2+
CD4+ACT2+
CD8+ACT2+
CD4-CDS-ACT2+
62.219.4
2.6士1,8
44.1fi8.1
16.6114.2
24.Ot10.1**
2.7tL3
18,1±5.8★★
0±0歯*
7.Of2.9**
2.311.4
5.612.1**
OfO**
TCRγ δ+
ACT2+TCRyS
CD4+TCRvS
CDS+TCRv8
CD4-CD8-TCRv8
29.4士13.8
26.1f13.4
1.lf1.6
12.7f4.9
16.2士11.7
12,6士5.4★
10.7土5.6歯
1.0土0.7
8.7fO.9
0fO**
1.7fO.8**
0.3fO.5**
0.8fO.9
1.9fO.7**
0士0★ ★
eTh
epercentagesofTcellsubpopulationareexpressedas
(thepercentoξpositivecells)1(七hepercentofCD2+cells)×100
bValuesinparen七hesesaren
umblerofsamples.
★Pく0 .05and鼎Pく0,01,ascomparedwith七hesamesubpopulationinlactationMGS・
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Fig.8.CoexpressionofTCRySandACT2antigenonTcellsinMGSatdifferentlactationstages.
Table4.TcellsubpopulationsinMGSduringlactationperiod(LactationMGS},intestinal
intraepithelium(i-IE)andperipheralblood(PB),
Positivecells(meanpercenttSEM)a
Phenotype LactationMGS(n=12)bi-IE(n=3) PB(n=7)
CD4+
CD8'
CD4-CD8-
CD4'/CDS'ratio
24.0士ユ3.9
58.8112.7
17.110.1
0.4710.36
7.4士2,5★★
60.6士7.6
32.0士5.6★
0.1310.06
67.3士62★
20.313.6**
12,5士4.6
3.4410.81**
ACT2`
CD4+ACT2'
CD8+ACT2`
CD4-CD8-ACT2*
62.2土19.4
2,6土1.8
44.1士18.1
16.614.2
79.7士14,7
1.6f1.7
60.Ot14.7
17.214.3
7.3士2.6★
4,6士1.9★
3.512.5**
1.3t1.6*
TCRyS'
ACT2+TCRyS
CD4+TCRyS
CD8+TCRyS
CD4-CD8-TCRyb
29,4士13,8
26.1士13.4
1.1士1,6
12.7士4.9
16.211.7
23.312.1
21.312.1
0士0
6.3f2.5**
16.1f1.3
3ユ:と1.9★★
1.411.0**
oto
2,0士2.6★★
1.8土2,4★
aThepercentagesofTcellsubpopulationsareexpressedas
(thepercentofpositivecells)/(thepercentofCD2*cells)x100.
tValuesinparenthesesarenumblerofsamples
.
★pく0 ,05and★★pく0,01,ascomparedwiththesamesubpopulationinlactationMGS.
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Fig.10.ACT2+cellsubpopulationinMGSduringlactationperiod(LactationMGS),intestinalintraepithehum
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intestlnalintraepitheHum(i.IE)a皿dperipheralblood(PB).
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論 文 審 査 結 果 要 旨
乳牛 の乳腺 に は泌乳期 と乾乳期 が あ り,泌 乳 サイ クル に伴 い,組 織構 造 と機 能 が変化 す る。乳汁
(mammaryglandsecretion:MGS)には乳腺上皮 由来の リンパ球 であるT細 胞,B細 胞,non-T/non-B細
胞 等 が含 まれ,T細 胞 が最大 のポ ピュ レー シ ョンを構成す る。本研究 で は,T細 胞 が乳腺免 疫制御 に
おいて,中 心的役割 を担 ってい ると推測 し,MGS-T細胞の各サ ブセ ッ ト(CD4+T細胞,CD8+T細胞,
ACT2+T細胞,γ δ+T細胞)の 機能 を詳細 に解析 し,泌 乳期 と乾乳;期の免 疫機構 とその応答 の違 い
を解 明す ることを 目的 とした。
CD4+T細胞 比 率 は周産期 か ら泌乳 期 にか けて は低 いが,乾 乳期 に入 る と増加 して 中期 以降 は 高
く,一 方,CD8+T細 胞比率 は周産期 には低 い が,泌 乳期 で は高 くな り,乾 乳期 に入 る と再 び低 くな
った。したが って,MGS中のT細 胞サ ブセ ソ ト構成 は泌乳期 ではCD8+丁細胞優位(CD4/CD8比〈1),
乾乳期 ではCD4+T細胞 優位(同 比>1)で あるこ とが判 明 し,CD4/CD8比の変動は乾乳導入後 の増
加 と分娩 直前の減少 が顕著 であ った。 また,泌 乳期 のMGSの 優位 なT細 胞 サ ブセ ッ トであるCD8+
T細 胞 の多 くはACT2分子 を発現す るユニー クなサ ブセ ッ トであ るこ と,3カ ラーの フ ローサイ トメ
トリー に よ りCD2+CD4-CD8一細 胞 が存在す る ことを初 めて明 らか に した。後者 のサブセ ッ トは泌
乳期 に多 く存在 し,大 部 分がACT2とTCRγ δ鎖 を発 現す る ことが確認 され た。 さ らに,泌 乳期 の
MGS-T細胞 のサブセ ッ ト構成が,消 化管上皮問(i一肥)T細 胞 と非常に類 似す るこ とが証明 された。
次に,泌 乳期 と乾乳期 のMGSか ら各T細 胞 サブセ ッ トをMACS磁 気細胞 分離 法で単離 し,サ イ ト
カイ ン と細胞 表面分子 のmRNA発 現 が解 析 され た。CD4÷T細胞 は泌乳期 ではIL-2,IFN一γ,TGF一
β のmRNAを,乾 乳 期 で はIL-2,K-4,GM-CSF,IFN一γ,TGF一β,TNF一α,CD40L,FasL,
IL-2Rを発現 し,発 現量 は全 て泌 乳期 よ り乾乳期 の方が有 意に高かった。一方,CD8+T細胞 は泌乳期
と乾乳期 で発現 したmRNAの プ ロフ ァイル は大 き く異 なった。IFN一γ,IL-2,FasL,IL2-Rの発現
量 は泌 乳期 よ り乾乳期 の方 が有意 に高 く,GM℃SF,TGF一β,TNF一α,c一肋 の発 現量は乾乳期 よ り
泌 乳期 の方 が高 く,TGF一βとc一舘 で有意差 が認 め られ た。o一た々 mRNAは泌 乳期 のCD8+T細胞 で,
IL-4とCD40LのmRNAは乾乳;期のCD4+T細 胞 でのみ発現 した。一方,泌 乳期MGSの γ δT細 胞
とACT2+T細胞 のmRNA発 現 の プ ロフ ァイル が同期 のCD8+T細 胞 と非常 に類 似 した。 γ δT細 胞
のTGF一β,TNF一α,c一た〃,IL-2RmRNAの発現量 は泌乳期 のCD8+T細胞 よ りも有意 に高 く,ACT2
+T細胞 のc一肋 とIL-2RmRNAの発現量 はCD8+T細胞 よ り有意 に高 かったが γ δT細 胞 よ り低か っ
た。以上 よ り,MGSのT細胞 サブセ ッ トのサイ トカイ ンと細胞 表面分子のmRNA発 現 が明 らかにされ,
TGF一β,TNF一α,c一肋,IL-2RのmRNAの発 現量は γδT細 胞>ACT2+T細胞 〉泌乳期CD8+T細
'胞
であるこ とが示 され た。
本研 究は,乳 腺 の免疫 系,特 に,T細 胞サブセ ッ トの構 成 と機能 は泌乳期 と乾乳期 で大 き く異な る
ことを証 明 した。乾乳期 のT細 胞は高応答性 で,泌 乳期 のT細 胞 は低 応答性 であった。泌 乳期の低応
答性 はc一妨 レセ プター を介 して活性化 した γ δT細 胞が産生す るTGF一βに よ り,過 剰 な免疫応答 が
抑制 され るた め と解釈 され た。 また,泌 乳期乳 腺の γδT細 胞 は消化管粘膜免疫 のよ うに,乳 腺上皮
細胞 と密接 な連携 のも とで独 立 した防御 機構 を構築す る ことが指摘 された。以上 のよ うに,本 研 究で
は乳腺免疫制御 に関す るT細 胞機能 に関す る多 くの新知 見 と新 しい見解 が示 され た。 この こ とは,乳
腺 の生体 防御 機構の解 明に役 立ち,乳 牛で深刻化 している乳房 炎の防除な らび に治療法 の開発 に貢献
す るものであ り,高 く評価 され る。 よって,審 査員一 同は,こ れ を博 士(農 学)の 学位授与 に値 す る
もの と判断 した。
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